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(57) Abstract 

The invention concerns the use of a eukaryotic cell coding for at least an HLA-G isoform, to obtain an immunomodulating medicine 
for inhibiting the activity of killer cells, in particular NK cells and/or for inhibiting the primary allogenic response, in pathologies or 
situations in which the killer cells are activated or for preparing a medicine to raise the inhibiting function of the isoform(s) expressed by 
said cells with respect to killer cells, in particular NK cells, in pathologies where these killer cells are inhibited by the molecule of the major 
histocompatibility complex of I HLA-G classes. The invention also concerns eukaryotic cells expressing at their surface at least an HLA-G 
isoform and their applications. The invention further concerns transgenic animals specifically expressing at least an HLA-G isoform. 

(57) Abrege 

Utilisation d'une cellule eucaryote codant au moins une isoforme d' HLA-G, pour Tobtention d'un m6dicament immunomodulant 
destin6 a inhiber Pactivite* des cellules tueuses, notamment des cellules NK et/ou a inhiber la r6ponse allogenique primaire dans les 
pathologies ou les situations dans lesquelles lesdites cellules tueuses sont activ6es ou d'un medicament destine- a lever la fonction inhibitrice 
de la ou des isoforme(s) expnmee(s) par lesdites cellules vis-a-vis des cellules tueuses, notamment les cellules NK dans les pathologies 
ou ces cellules tueuses sont inhibecs par la molecule du compiexe majeur d'histocompatibilit6 de classes I HLA-G. Cellules eucaryotes 
expnmant a leur surface au moins une isoforme d' HLA-G et leurs applications. Animaux transgeniques exprimant de maniere sjrfcifiquc 
au moins une isoforme d' HLA-G. H 
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CELLULES EUCARYOTES EXPRIMANT A LEUR SURFACE AU MOINS 
UNE ISOFORME D' HLA-G ET LEURS APPLICATIONS 

La presente invention est relative a des cellules eucaryotes exprimant 
a leur surface au moins une isoforme d' HLA-G et a leurs applications, notamment 
5 pour l'obtention d'un medicament, destine a moduler l'activite cytolytique des cellules 
NK dans ies pathologies ou ces cellules NK sont activees ou inhibees et comme 
modele d'etude, notamment dans une methode de criblage de substances anti- 
tumorales. 

La presente invention est egalement relative a des animaux transge- 
10 niques exprimant de maniere specifique au moins une isoforme d'HLA-G. 

Les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), se 
divisent en plusieurs classes, les antigenes de classe I (HLA-A, HLA-B et HLA-C) qui 
presentent 3 domaines globulaires (al, a2 et a3), et dont le domaine a3 est associe a 
la p2 microglobuline, les antigenes de classe n (HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR) et 

15 les antigenes de classe III (complement). 

Les antigenes de classe I comprennent, outre les antigenes precites, 
d'autres antigenes, dits antigenes de classe I non classiques, et notamment les anti- 
genes HLA-E, HLA-F et HLA-G ; ce dernier, en particulier, est exprime par les 
trophoblastes extravilleux du placenta humain normal. 

20 La sequence du gene HLA-G (gene HLA-6.0) a ete decrite par 

GERAGHTY et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 9145-9149) : il comprend 
4396 paires de bases et presente une organisation intron/exon homologue a celle des 
genes HLA-A, -B et -C. De maniere plus precise, ce gene comprend 8 exons, 7 introns 
et une extremite non traduite 3' ; les 8 exons correspondent respectivement a : exon 1 : 

25 sequence signal, exon 2 : domaine extracellulaire al, exon 3 : domaine extracellulaire 
ot2, exon 4 : domaine extracellulaire a3, exon 5 : region transmembranaire, exon 6 : 
domaine cytoplasmique I, exon 7 : domaine cytoplasmique II (non traduit), exon 8 : 
domaine cytoplasmique III (non traduit) et region 3' non traduite (GERAGHTY et al., 
precite; ELLIS et al., J. Immunol., 1990, 144, 731-735 ; KIRSZENBAUM M. et al., 

30 Oncogeny of hematopoiesis. Aplastic anemia Eds. E. Gluckman, L. Coulombel, Col- 
loque INSERM/John Libbey Eurotext Ltd). Toutefois le gene HLA-G differe des au- 
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tres genes de classe I, en ce que le codon de terminaison de traduction, en phase, est 
localise au niveau du deuxieme codon de l'exon 6 ; en consequence, la region cyto- 
plasmique de la proteine codee par ce gene HLA-6.0 est considerablement plus courte 
que celle des regions cytoplasmiques des proteines HLA-A, -B et -C. 
5 Ces antigenes HLA-G sont essentiellement exprimes par les cellules 

cytotrophoblastiques du placenta et sont consideres comme jouant un role dans la 
protection du foetus (absence de rejet par la mere). En outre, dans la mesure ou r anti- 
gene HLA-G est monomorphique, il peut egalement etre implique dans la croissance 
ou la fonction des cellules placentaires (KOVATS et al., Science, 1990, 248 , 220- 
10 223). 

D'autres recherches concernant cet antigene non classique de classe I 
(ISHITANI et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 3947-3951) ont montre que le 
transcrit primaire du gene HLA-G peut etre episse de plusieurs manieres et produit au 
moins 3 ARNm matures distincts : le transcrit primaire d'HLA-G fournit une copie 
15 complete (Gl) de 1 200 pb, un fragment de 900 pb (G2) et un fragment de 600 pb 
(G3). 

Le transcrit Gl ne comprend pas l'exon 7 et correspond a la sequence 
decrite par ELLIS et al. (precite), c'est-a-dire qu'il code une proteine qui comprend une 
sequence leader, trois domaines externes, une region transmembranaire et une 
20 sequence cytoplasmique. L'ARNm G2 ne comprend pas l'exon 3, c'est-a-dire qu'il code 
une proteine dans laquelle les domaines al et a3 sont directement joints ; l'ARNm G3 
ne contient ni l'exon 3, ni l'exon 4, c'est-a-dire qu'il code une proteine dans laquelle le 
domaine al et la sequence transmembranaire sont directement joints. 

Lepissage qui prevaut pour l'obtention de Tantigene HLA-G2 
25 entraine la jonction d'une adenine (A) (provenant du domaine codant al) avec une 
sequence AC (issue du domaine codant a3), ce qui entraine la creation d'un codon 
A AC (asparagine) a la place du codon GAC (acide aspartique), rencontre au debut de 
la sequence codant le domaine a3 dans HLA-G 1. 

Lepissage genere pour l'obtention de HLA-G3 n'entraine pas la for- 
30 mation d'un nouveau codon dans la zone d'epissage. 
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Les Auteurs de cet article ont egaiement analyse les differentes pro- 
lines exprimees : les 3 ARNm sont traduits en proteine dans la lignee cellulaire 
.221-G. 

Les Auteurs de cet article concluent a un role fondamental de 
5 1'HLA-G dans la protection du foetus vis-a-vis d'une reponse immune maternelle 
(induction d'une tolerance immune). Toutefois, il est precise que le role de la proteine 
G3, qui ne contient pas le domaine a3 n'est pas etabli. 

Certains des Inventeurs ont recemment montre 1'existence d^autres 
formes epissees d'ARNm d' HLA-G : le transcrit HLA-G4, qui n'inclut pas Texon 4 ; 

10 le transcrit HLA-G5, qui inclut I'intron 4, entre les exons 4 et 5, provoquant ainsi une 
modification du cadre de lecture, lors de la traduction de ce transcrit et en particulier 
r apparition d'un codon stop, apres Tacide amine 21 de Tintron 4 ; et le transcrit HLA- 
G6, possedant I'intron 4, mais ayant perdu Fexon 3 (KIRSZENBAUM M. et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 4209-4213 ; Demande Europeenne EP 0 677 582 ; 

15 KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol., 1995, 43, 237-241 ; MOREAU P. et ah, 
Human Immunol. 1995, 43, 231-236) ; ils ont egaiement montre que ces differents 
transcrits sont exprimes dans plusieurs types de cellules humaines foetales et adultes, 
notamment dans les lymphocytes (KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol., 

1995, precite ; MOREAU P. et al., Human Immunol. 1995, precite). 

20 D existe done au moins 5 ARNm HLA-G differents qui codent 

potentiellement 5 isoformes d' HLA-G. 

Bien que le foetus puisse etre considere comme une semiallogreffe, 

les cellules foetales survivent et ne sont pas rejetees, par la mere ; il est apparu que les 

molecules HLA-G, exprimees a la surface des trophoblastes protegent les cellules 
25 foetales de la lyse par les cellules natural killer (NK) maternelles (CAROSELLA E.D. 

et al., C.R. Acad. Sci., 318, 827-830; CAROSELLA E.D. et al ; Immunol. Today, 

1996, 407-409). 

Des etudes anterieures ont montre que V expression des molecules 
HLA-G a la surface de cellules cibles permet de proteger lesdites cellules cibles de 
30 l'activite lytique des cellules NK de la couche deciduale de Tendometre maternel 
(CHUMBLEY G. et al., Cell Immunol., 1994, 155, 312-322 ; DENIZ G. et al., 7. 
Immunol., 1994, 152, 4255-4261). D est a noter que ces cellules cibles sont obtenues 
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par transfection avec des vecteurs comprenant I'ADN genomique de HLA-G, generant 
potentiellement tous les transcrits alternatifs. 

Les cellules NK expriment des recepteurs des molecules du CMH de 
classe I {killer inhibitory receptors ou KIR ou NKIR pour recepteurs inhibiteurs NK), 
5 qui sont responsables de Tinhibition de la cytotoxicity, lorsque ces molecules HLA, 
agissant comme ligands, sont reconnues par ces recepteurs ; par exemple, PAZMANY 
L. et al. (Science, 1996, 274, 792-795) ont montre que l'expression de HLA-G prote- 
geait de la lyse les cellules cibles LCL 721.221 (lignee cellulaire de lymphome B), 
transferees par le gene HLA-G. Ces cellules sont habituellement sensibles aux 

10 cellules NK ; ils ont en outre identifie les recepteurs sur les cellules NK qui recon- 
naissent HLA-G, a savoir les recepteurs NKIR1 et NKIR2, appartenant a la super- 
famille des immunoglobulines (p58) capables de distinguer entre deux groupes 
dimorphiques de molecules HLA-C ; HLA-G pourrait etre le ligand naturel des recep- 
teurs des cellules NK ; certains des Inventeurs ont, en effet, montre que les cellules 

15 NK n'expriment aucun transcrit HLA-G, ce resultat confirmant que les produits 
d'expression du gene HLA-G jouent vraisemblablement un role dans rimmuno-tole- 
rance (TEYSSffiR M. et al., Nat. Immunol, 1995, 14, 262-270). 

Compte tenu du role important que peut jouer la molecule HLA-G 
aussi bien dans les pathologies ou les cellules NK sont particulierement actives 

20 (maladies autoimmunes, transplantations) ou sont au contraire inhibees (presence 
anormale de molecules HLA-G, notamment sur certaines tumeurs" ou dans les infec- 
tions virales), les Inventeurs, poursuivant leurs travaux ont trouve, de maniere surpre- 
nante, qu'il etait possible d'exprimer a la surface cellulaire, une seule isoforme et de 
controler son expression quantitative et qualitative et done d'en maitriser son utilisa- 

25 tion. 

La presente invention a pour objet des cellules eucaryotes obtenues 
par modification genetique, caracterisees en ce qu'elles sont transfectees par un 
vecteur d'expression qui comprend au moins un ADNc codant une isoforme d'HLA- 
G, selectionnee dans le groupe constitue par les isoformes HLAG-2, HLAG-3, HLA- 
30 G4, HLA-G5 et HLA-G6. 

La presente invention a egalement pour objet des cellules eucaryotes 
obtenues par modification genetique, caracterisees en ce qu'elles sont transfectees, par 
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un vecteur depression comprenant une origine de replication appropriee, un 
marqueur de selection tel qu'un gene de resistance a un antibiotique, le promoteur 
viral RSV et un ADNc codant une isoforme d'HLA-G selectionnee dans le groupe 
constitue par les isoformes HLA-G 1, HLAG-2, HLAG-3, HLA-G4, HLA-G5 et HLA- 
5 G6. 

De telles cellules expriment effectivement les differentes isoformes, 
sous une forme glycosylee, similaire a celle rencontree dans les conditions biolo- 
giques. 

Selon un mode de realisation avantageux desdites cellules eucaryotes 
10 transferees, Iedit ADNc code une isoforme comportant au moins un domaine 
extracellulaire, notamment le domaine <xl. 

De maniere surprenante, les cellules NK voient leur activite cytolyti- 
que inhibee, en presence desdites cellules eucaryotes ainsi transferees, et ce quelle 
que soit 1' isoforme exprimee (isoforme membranaire ou isoforme secretee). 
15 Lesdites cellules eucaryotes peuvent etre issues de n'importe quel 

animal et notamment etre des cellules de mammiferes, plus particulierement des 
cellules humaines. 

Aussi bien les cellules transferees selon V invention que les cellules 
eucaryotes transferees par un vecteur exprimant r isoforme HLA-G I trouvent applica- " 
20 tion : 

- pour l'obtention d'un medicament immunomodulant, destine a 
inhiber 1' activite des cellules tueuses, notamment des cellules NK et/ou a inhiber la 
reponse allogenique primaire ; selon le type de cellules eucaryotes transferees, on 
obtient un produit immunomodulant a action generate ou un produit immunomodulant 

25 a action specifique, notamment adapte a la protection d'un organe greffe ; on peut citer 
a titre d'exemples non limitatifs les cellules hepatiques, les cellules renales ou les 
cellules souches hematopoietiques transfectees ; de maniere inattendue, lesdites 
cellules eucaryotes protegent les cellules cibles de l'attaque de toutes les classes de 
cellules NK, et ce quelle que soit 1' isoforme d' HLA-G exprimee ; elles sont particulie- 

30 rement adaptees dans la prevention du rejet des greffes (allogreffes et xenogreffes), 
dans la prevention des avortements a repetition et dans le traitement des maladies 
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auto-immunes, pathologies ou situations dans lesquelles les cellules tueuses sont gene- 
ralement activees. 

- pour Tobtention d'un medicament destine a lever la fonction 
inhibitrice de la ou des isoforme(s) exprimee(s) par lesdites cellules vis-a-vis des 

5 cellules tueuses, notamment les cellules NK, dans les pathologies ou ces cellules 
tueuses sont inhibees par la molecule du complexe majeur d' histocompatibility de 
classe I HLA-G ; en effet, les tumeurs solides expriment certaines isoformes d'HLA- 
G ; cette expression protege ces cellules cancereuses de la lyse induite par les cellules 
NK; 

10 - pour la production de vaccins anti-tumoraux : production 

d'anticorps qui vont bloquer Tantigene HLA-G et reinduire ainsi Tactivite des cellules 
NK. 

- pour la production de cellules humaines aptes a etre transplantees 
dans un organe specifique et a proteger ce dernier de la lyse, induite par les cellules 

15 tueuses, notamment les cellules NK ; 

- comme modele d'etude de T interaction HLA-G/cellules immuno- 
competentes, notamment cellules tueuses, et plus particulierement les cellules NK, 
pour trouver des effecteurs susceptibles de moduler la reponse antitumorale et 
d'inhiber Fexpression HLA-G induite dans certains cancers, tout en conservant une 

20 expression des antigenes HLA classiques ; ceci permet leur utilisation, pour 
Tobtention d'un medicament destine a lever la fonction inhibitrice de la ou des iso- 
forme(s) exprimee(s) par lesdites cellules vis-a-vis des cellules tueuses, notamment les 
cellules NK, dans les pathologies, telles que les cancers, ou ces cellules NK sont inhi- 
bees par la molecule du complexe majeur d' histocompatibility de classes I HLA-G ; 

25 - pour la production de mammiferes non humains transgeniques 

exprimant une isoforme specifique HLA-G, aptes a produire des tissus exprimant 
ladite isoforme (donneurs de xenogreffe) et/ou aptes a creer des modeles d' etude de la 
regulation et de la fonction des differentes isoformes HLA-G, lies a la tolerance, dans 
les maladies autoimmunes et au cours des greffes. 

30 Pour produire lesdits animaux transgeniques, notamment des souris 

transgeniques, on introduit au moins une copie d'un segment comprenant un ADNc 
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codant une isoforme d'HLA-G, associee a un promoteur convenable, dans les cellules 
d'un embryon de souris a un stade precoce. 

La presente invention a egalement pour objet un recepteur purifie et 
isole, caracterise en ce qu'il est apte a Her au moins une isoforme d'HLA-G expnmee 
5 a la surface d'une cellule cible eucaryote telle que definie ci-dessus, en ce que ledit 
recepteur est exprime a la surface de lignees cellulaires T qui n'expriment aucun 
recepteur inhibiteur KIR1, KIR2 ou CD94, ni au moins certains recepteurs membra- 
naires specifiques des cellules T, et en ce que la formation du complexe isoforme 
d'HLA-G/recepteur inhibe la lyse des cellules cibles, par lesdites lignees T. 
10 De maniere avantageuse, lesdites lignees T n'expriment pas au 

moins les recepteurs CD3 et a(3 ou n'expriment aucun recepteur membranaire speci- 
fique des cellules T. 

La lignee cellulaire leucemique T immature denommee YT2C2 est 
une lignee de ce type car elle n'exprime aucun recepteur inhibiteur KIRl, KIR2 et 
15 CD94, ni les recepteurs specifiques des cellules T, tels que les recepteurs CD3 et a(5. 

Pour isoler ledit recepteur, il est possible : 

a) soit d'incuber lesdites lignees T avec une isoforme d'HLA-G, 
notamment avec I' isoforme soluble HLA-G5, isoler le complexe HLA-G/recepteur 
forme par un traitement des lignees a la trypsine, dissocier le recepteur de la molecule 

20 HLA-G, par traitement par un agent denaturant tel qu'un detergent, separer le recep- 
teur, soit en passant le melange ainsi obtenu sur une colonne d'immunoaffinite 
couplee a un anticorps anti-HLA-G, et en recuperant le recepteur libre dans Peluat, 
soit en soumettant ledit melange a une electrophorese convenable. 

b) soit de doner ledit recepteur, conformement a la methode decrite 
25 dans Colonna M. et al., Science, 1995, 268, 405-408. 

La presente invention a egalement pour objet un procede d'etude de 
Taffinite de liaison d'une isoforme d'HLA-G pour un recepteur KIR ou un recepteur 
tel que defini ci-dessus (recepteur a activite NK), caracterise en ce qu'il comprend : 

- la transfection d'une cellule hote eucaryote par un vecteur 
30 depression comprenant un ADNc codant une isoforme d'HLA-G, 

- la culture desdites cellules hotes, de maniere a ce qu'elles expri- 
ment a leur surface ladite isoforme d'HLA-G, 
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- la mise en contact desdites cellules eucaryotes transferees avec des 
cellules tueuses, telles que les cellules NK ou des lignees T telles que definies ci- 
dessus, en presence de substances activant ou inhibant I'HLA-G et/ou de substances 
activant ou inhibant le recepteur KIR ou le recepteur a activite NK selon V invention et 

5 - la mesure de la quantite de complexe isoforme HLA-G/recepteur. 

La presente invention a egalement pour objet des produits contenant 
une cellule eucaryote exprimant au moins une isoforme d'HLA-G, telle que definie ci- 
dessus et un facteur de stimulation de Fexpression des HLA-G, comme produits de 
combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps, dans la 
10 prevention ou le traitement des pathologies ou des situations dans lesquelles les 
cellules tueuses sont activees, telles que les greffes, les avortements a repetition ou les 
maladies auto-immunes. 

Conformement a l'invention, ledit facteur de stimulation est selec- 
tionne dans le groupe constitue par les corticoides et les cytokines. 
15 Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre de la presente invention ainsi qu'aux dessins annexes 
dans lesquels : 

- la figure 1 illustre la construction du fragment d'ADNc HLA-G2. 
20 Les fleches verticales indiquent les sites des enzymes de restriction specifiques pour la 

generation de TADNc HLA-G2, a partir de TADNc d'HLA-GL Les fleches horizon- 
tales indiquent les amorces PCR (G.53, G.257, G.1225) et les lignes horizontales sans 
fleche indiquent les sondes specifiques HLA-G utilisees pour 1' hybridation (G.526 et 
G.1200). 

25 - la figure 2 illustre la detection des transcrits HLA-G dans la lignee 

cellulaire parentale K562, les transfectants selon l'invention et la lignee cellulaire 
JEG-3. Les ARN sont amplifies en utilisant les amorces specifiques HLA-G G.257 et 
G.1225 ; le Southern blot est obtenu par hybridation avec des sondes marquees au 
phosphore j2 G.1200 ou G.526. Les pistes positives (+) et negatives (-) correspondent 

30 aux matrices RT + et RT" et le blanc est un controle realise en utilisant un melange PCR 
sans matrice ADNc. Pour controler la quantite d*ARN dans chaque echantillon, les 
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resultats de Tamplification PCR obtenus avec des amorces specifiques de la P-actine 
et un Southern blot sont hybrides avec une sonde marquee au phosphore P 32 (3-actine. 

- la figure 3 illustre Timmunoprecipitation, le SDS-PAGE et 
T analyse en Western blot des proteines de surface cellulaire marquees a la biotine. Des 

5 lysats membranaires biotinyles de cellules K562 (pistes 1 et 2), K562-pRc/RSV (pistes 
3 et 4), K562-HLA-GI (pistes 5 et 6), K562-HLA-G2 (pistes 7 et 8) et JEG-3 (pistes 9 
et 10) sont immunoprecipites avec un anticorps monoclonal controle UHC-10 (pistes 
1, 3, 5, 7 et 9) ou un anticorps monoclonal W6/32 (pistes 2, 4, 6, 8 et 10) et analyses 
par SDS-PAGE a 10% dans des conditions de reduction, Les marqueurs de poids 
to moleculaire sont indiques sur la droite. 

- la figure 4 illustre ['expression des molecules HLA sur les transfec- 
tants de lignee cellulaire K562 detectees par cytofluorometrie. Les cellules sauvages 
K562, les cellules K562 transferees soit avec le vecteur seul (K562 pRc/RSV), soit 
avec les vecteurs contenant l'ADNc codant HLA-G1 (K562-HLA-G1) ou TADNc 

15 codant HLA-G2 (K562-HLA-G2) et les cellules JEG-3 sont marquees par immuno- 
fluorescence indirecte avec les anticorps monoclonaux primaires suivants (profits en 
gras) : W6/32 anticorps monomorphique anti classe I (partie gauche de la Figure) et 
BLG6 anticorps anti-(32m humaine (partie droite de la Figure). Des controles sont 
realises sur les memes cellules marquees avec un anticorps controle (profils en blanc). 

20 Apres lavage, les cellules sont marquees avec un anticorps F(ab)'2 
d'immunoglobuline de chevre anti-IgG de souris conjugue a la phycoerythrine. Les 
resultats ont ete repetes au moins cinq fois. 

- la figure 5 illustre l'effet de Texpression de molecules HLA-G1 et 
HLA-G2 sur Factivite lytique des cellules NK. Des cellules K562 transferees soit 

25 avec le vecteur seul, soit avec le vecteur HLA-G1 ou le vecteur HLA-G2 sont utilisees 
comme cibles (T). Des cellules mononucleees de sang peripherique (PBMC), fraiche- 
ment isolees des differents donneurs suivants : (A) donneur 4010 (HLA-A3, -B44, - 
B56 et -Cwl), (B) donneur 845 (HLA-AL -A28 T -B8, -B51, et -Cw7) et (C) donneur 
813 (HLA-A2, -B27, -B51, et -Cwl) sont utilisees comme cellules effectrices (E). Les 

30 resultats sont exprimes en pourcentage de lyse, enregistre en 4 heures dans un test de 
liberation du chrome 51 ( 51 Cr). La deviation standard de la moyenne de triplicats est 
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en dessous de 5% et la liberation spontanee n'excede jamais 10% de la liberation 
maximale. 

- la figure 6 illustre I'effet de l'expression des molecules HLA-G1 et 
HLA-G2 sur la lyse induite par des cellules polyclonals NK. Les cellules K562 trans- 

5 fectees soit avec le vecteur seul, soit avec le vecteur HLA-G 1 , soit avec le vecteur 
HLA-G2 sont utilisees comme cibles (T) pour les cellules NK (dont plus de 95% ont 
le phenotype suivant : CD3-, CD 16+ et CD56+), isolees a partir du donneur denomme 
303 (HLA-A29, -B44, -B62 et -Cw3, -Cw5) dans un rapport E:T de 1:1, du donneur 
denomme 395 (HLA-A2, -B13, -B44 et -Cwl) dans un rapport E:T de 1: 1 et du don- 
10 neur 481 (HLA-A3, -A26, -B27, -B35, et -Cw4, -Cw2) dans un rapport E:T de 5:1. 
Ces resultats sont exprimes comme pourcentage de lyse, enregistre pendant 4 heures 
dans un test de liberation de 5l Cr. La deviation standard de la moyenne de triplicats est 
en dessous de 5% et la liberation spontanee n'excede jamais 10% de la liberation 
maximale. 

15 - la figure 7 illustre I'effet d'un traitement a I'aide d'un anticorps 

monoclonal sur la resistance des cellules cibles transferees par un vecteur HLA-G1 
ou HLA-G2 a la lyse induite par les cellules NK. La cytotoxicity est etablie avec les 
cibles indiquees et (A) les cellules mononucleees du sang peripherique du donneur 
382 (HLA-A1 L-A29, -B44 et -Cw5), (B) les cellules mononucleees du sang periphe- 

20 rique du donneur 845 (HLA-A1, -A28, -B8, -B51, et -Cw7) et (C) le clone YT2C2, 
comme cellules effectrices (E). Les anticorps W6/32 ou controle de type IgG2a sont 
ajoutes a Tessai a une concentration de 10 (ag/ml. Les toxicites des anticorps mono- 
clonaux sont verifiees pour chaque test et sont toujours inferieures a 3%. 

- la figure 8 illustre I'effet de l'expression HLA-G1 et HLA-G2 sur 
25 la sensibilite de la cytotoxicity du clone YT2C2. Les cellules K562 transferees soit 

avec le vecteur seul, soit avec le vecteur HLA-G1 ou le vecteur HLA-G2 sont utilisees 
comme cellules cibles (T). Les resultats sont exprimes comme le pourcentage de lyse 
enregistre en 4 heures dans un test de liberation du chrome 5 1. La deviation standard 
de la moyenne de triplicats est inferieure a 5% et la liberation spontanee n'excede 
30 jamais 10% de la liberation maximale. Cette experience a ete repetee au moins 5 fois 
et produit a chaque fois les memes resultats. L'expression des recepteurs NKIR sur le 
clone YT2C2 a ete etablie par cytofluorometrie. Les cellules YT2C2 sont marquees 
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par immunofluorescence indirecte avec les anticorps monoclonaux primaires 
suivants : EB6 (TgGl, anti-p58.1 ou NKIRI), GL183 (IgGl, anti-p58.2 ou NKIR2) et 
HP-3B1 (IgG2a, anti-CD94). Les controles sont les memes cellules marquees avec un 
anticorps non pertinent. Apres lavage, les cellules sont marquees a l'aide d'un conju- 
gue F(ab)'2 d'anticorps de chevre anti-IgG de souris/phycoerythrine. Seulement un des 
quatre essais est illustre sur cette figure. 

- la figure 9 illustre Tactivite inhibitrice des isoformes d'HLA-G 
dans la reponse proliferative allogenique. 

- les figures 10 et 11 illustrent l'inhibition de l'activite NK par 
Tisoforme HLA-G5, sous la forme d'une proteine de fusion avec la glutathion S- 
transferase (GST-HLA-G5), A la figure 10, des billes de Sepharose-GST-HLA-G5 
sont utilisees a une concentration initiate estimee a 25 mg/ml dans un tampon PBS IX. 
Les milieux de controle sont supplementes avec du PBS IX, pour remplacer 
Techantillon. Les cellules mononucleees du sang peripherique du donneur 867 (HLA- 
A2, -A30, -B13, -B27 et Cw6), du donneur 4010 (HLA-A3,-B44, -B56 et Cwl) et du 
donneur 700 (HLA-A1, -A30, -B8, -B13 et Cw7) sont utilises comme cellules effec- 
trices (E). Les cellules K562 sont utilisees comme cellules cibles (T). Le rapport 
E:T=50. Les resultats sont exprimes comme precise ci-dessus, en pourcentage de lyse, 
enregistre en 4 heures dans un test de liberation du chrome 51 ( 5l Cr). 

- les figures 12 et 13 illustrent Taugmentation de la transcription des 
HLA-G, en presence de glucocorticoides ou de cytokines. 

D doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustration de I'objet de Tinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Production des Iignees cellulaires contenant les transfectants 
HLA-G ; leur role dans la protection des cellules qui expriment ces molecules a 
leur surface contre la cytotoxicite des cellules NK. 



lignee cellulaire leucemique T immature (clone YT2C2 a activite NK) sont mainte- 
nues dans un milieu RPMI 1640 complemente avec du serum de veau foetal a 10%, 



A/ MATERIELS ET METHODES 
1/ Lignees cellulaires : 

La lignee cellulaire erythroleucemique humaine K562 (ATCC) et la 
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inactive par la chaleur, de la L-glutamine 2mM, de la gentamicine a 1 pg/ml et de la 
fungizone (Sigma, Saint-Quentin, France) et cultivees a 37°C dans un incubateur, 
humidifie a atmosphere enrichie a 5% en C0 2 . Les transfectants K562 sont selection- 
nes dans un milieu contenant de la geneticine a I mg/ml (G418 sulfate, Sigma). 
5 La lignee cellulaire humaine de choriocarcinome HLA-G-positive 

denommee JEG-3 (ATCC) est cultivee dans un milieu DMEM (Sigma) supplements 
avec du serum de veau foetal a 10%, inactive a la chaleur, des antibiotiques et de la L- 
glutamine 2mM. Les lignees cellulaires ne contiennent pas de mycoplasmes. 
2/ Les vecteurs HLA-G : 

10 Pour obtenir les transfectants HLA-G 1 et HLA-G2, les ADNc cor- 

respondant sont inseres dans un vecteur d'expression eucaryote denomme pRc/RSV 
(Invitrogen, San Diego, CA), contenant le virus du sarcome de Rous (RSV) comme 
promoteur et le gene de la neomycine comme marqueur de selection. La strategie 
generate pour la construction du vecteur est illustree a la Figure 1 . 

15 Brievement, le fragment EcoRI de l'ADNc codant V HLA-G 1 d'une 

longueur de 1,5-kb est coupe de maniere franche en utilisant un fragment Klenow de 
T ADN polymerase I et soude avec le vecteur pRc/RSV digere par 1' enzyme Hind EH et 
dephosphoryle par la phosphatase intestinale de veau (GIBCO-BRL, Life 
Technologies, Eragny, France). L'orientation correcte de cette construction, denom- 

20 mee pRc/RSV-Gl, est confirmee par digestion enzymatique et sequengage. 

Pour obtenir les plasmides recombinants contenant la sequence 
codant FHLA-G2, le fragment EcoRI d'ADNc codant la molecule HLA-G1 est insere 
dans le site EcoRI du vecteur pGEX-4T-3 (Pharmacia Biotech., Orsay, France). Le 
fragment d'ADNc codant la molecule HLA-G2 est obtenu par amplification PCR, 

25 comme decrit dans KIRSZENBAUM M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 
4209-4213, en utilisant les amorces specifiques des HLA-G G.53 et G.1225. Le frag- 
ment obtenu est ensuite digere par les enzymes de restriction NcoI/BsmI et insere dans 
le vecteur pGEX-HLA-Gl, a partir duquel le fragment NcoI/BsmI contenant la region 
codant le domaine a2, a ete prealablement retire (pGEX-HLA-G2). Le plasmide 

30 d'expression du HLA-G2 denomme pRc/RSV-G2 est obtenu apres digestion EcoRI du 
vecteur pGEX-HLA-G2 ; le fragment d'ADNc est coupe de maniere franche et insere 
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dans le vecteur pRc/RSV digere par Tenzyme de restriction Hindm et qui a ete prea- 
lablement coupe de maniere franche et dephosphoryle. 

De maniere identique, des vecteurs contenant les isofornnes HLA- 
G3, HLA-G4, HLA-G5 et HLA-G6 peuvent etre prepares ; les sequences codant ces 
5 differentes isoformes ont ete decrites dans la Demande de Brevet Europeen 
n° 0 677 582. 

3/ Lignees cellulaires contenant les transfectants HLA-G : 

Les vecteurs contenant la sequence pRc/RSV-Gl ou la sequence 
pRc/RSV-G2 ainsi que le vecteur pRc/RSV qui sert de controle sont transfectes dans 

10 les cellules K562 par electroporation (Bio-Rad Gene Pulsar a 250V, 960 |j,F). Apres 
deux jours de culture, les cellules sont selectionnees avec de la geneticine a 1 mg/ml 
dans un milieu RPML contenant 10% de serum de veau foetal. Les cellules contenant 
les transfectants sont controlees par analyse par cytometric de flux, de maniere a con- 
firmer T expression des molecules HLA de classe I. 

15 Pour obtenir un taux d' expression eleve de HLA-G dans les trans- 

fectants K562, les cellules sont isolees par tri cellulaire apres immunomarquage 
(fluorescence-activated cell sorting ou FACS, Vantage-Becton Dickinson, Pont de 
Claix, France), a Faide d'un anticorps monoclonal specifique des HLA de classe I. 
4/ Analyses RT-PCR : 

20 L'ARNm total est extrait a partir de 10 7 cellules a l'aide du reactif 

RNA NOW (Biogentex, Inc.) conformement aux recommandations du fabricant. La 
qualite de TARN est verifiee par electrophorese sur gel d'agarose a 1,5% denaturant. 
Les ADNc sont prepares a partir de 10 jag d'ARN total traites avec de la DNAse I 
(Boerhinger Mannheim) en utilisant une amorce oligo-(dT) [2 -i8 et la transcriptase 

25 inverse M-MLV (GffiCO-BRL). Les amplifications RT-PCR sont realisees en utilisant 
deux amorces specifiques des HLA-G, la G.257 (exon 2) et la G. 1225 (3'-UT), comme 
decrit dans KIRS2ENBAUM M. et al. (1994) precite. Dans toutes les amplifications 
PCR, un melange de reaction RT sans transcriptase inverse M-MLV (RT) et un 
melange PCR sans matrice d'ADNc (blanc), sont utilises comme controles. Une 

30 amplification RT-PCR additionnelle de p-actine est realisee pour pouvoir evaluer la 
quantite d'ARN dans tous les echantillons. Les produits PCR sont analyses par 
electrophorese sur gel d'agarose a 1% et colores a Taide de bromure d'ethidium. La 
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specificite des produits PCR est confirmee par blotting alcalin des fragments dans du 
NaOH 0,4 N sur des membranes de Nylon (Hybond N+, Amersham, France). 
L/hybridation est realisee a l'aide des sondes G.1200 et G.526 (specifique de Texon 3) 
comme decrit dans KIRSZENBAUM M. et al, 1994 precite. Les filtres sont exposes 
5 sur des films Kodak (Biomax) avec des ecrans amplificateurs pendant 4 a 16 heures a 



sont marquees a leur surface avec de la Biotine (Interchim), puis lavees et solubilisees 

10 dans un tampon de lyse contenant 1% de Triton XI 00, 50 m/M de Tris-HCl pH 7,4, 
ImM d'EDTA, 150 mM de NaCl et 1 mM de fluorure de phenylmethylsufonyle, 
10 )Lig/ml d'aprotinine et 10 |J,g/mI de leupeptine (Sigma, Saint-Quentin, France). Les 
lysats sont centrifuges a 13 000 rpm et preclarifies par incubation avec une colonne 
Sepharose-proteine-A CL-4B (Pharmacia Biotechnology, Inc., Upsala, Suede). Les 

15 lysats cellulaires preclarifies sont divises en deux echantillons et a chacun d'eux sont 
ajoutees des billes de Sepharose-proteine-A prealablement incubees, soit avec un anti- 
corps monoclonal W6/32 de souris dirige contre les antigenes de classe I ou un anti- 
corps monoclonal controle (UPC- 10, IgG2a de souris, Sigma). Apres une incubation 
de deux heures a 4°C, les billes portant les complexes immuns sont lavees et traitees 

20 avec un tampon SDS ; Tantigene lie est elue par ebullition des billes. Les proteines 
precipitees sont analysees par electrophorese sur SDS-PAGE a 10%. Les gels sont 
transferes sur des filtres de nitrocellulose, bloques dans un tampon PBS/Tween 20 a 
0,2%/serum albumine bovine (BSA) a 5% (incube une nuit a 4°C) et laves dans un 
tampon PBS/Tween. Les filtres sont ensuite incubes pendant 40 minutes a temperature 

25 ambiante avec un conjugue peroxydase de raifort-streptavidine. Apres un lavage 
extensif de la membrane, la reaction coloree est realisee en utilisant le reactif de detec- 
tion de Western blotting ECL (Amersham, France), apres quoi la membrane est expo- 
see a un film Kodak a temperature ambiante. 



W6/32 : IgG2a, anti-chaines a de HLA de classe I associees a la (32-m (Sigma) ; 
B1G6 : IgG2a, anti-{i2-m (Sigma) ; GL183 : IgGl, anti-p58 (Immunotech, Marseille, 



i-80°C. 



5/ Immunoprecipitation et electrophorese SDS-PAGE : 

Les lignees cellulaires JEG-3 et K562 et les lignees transfectantes 



30 



6/ Anticorps monoclonaux et analyses par cytometric de flux : 

Les anticorps suivants sont utilises : 
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France) ; EB6 : IgGl, anti-p58 (Immunotech) ; HP-3B1 : IgG2a, anti-CD94 
(Immunotech) ; UCHT-1 : IgGl, anti-CD3 conjugue a du rouge quantum (Sigma) ; 
3G8 : IgGl, anti-CD 16 conjuguee a de la fluoresceine (Immunotech) ; et B 159 : IgGl 
anti-CD56 conjuguee a de la phycoerythrine (Immunotech). 



tampon PBS et marquees avec I' anticorps monoclonal correspondant dans du 
PBS/Serum Albumine Bovine 1% pendant 30 minutes a 4°C Apres deux lavages 
successifs dans un tampon PBS/Serum Albumine Bovine 1%, les cellules sont soit di- 
rectement analysees dans un cytometre de flux (FACS Vantage, Becton Dickinson), si 
10 I'anticorps utilise est conjugue a un fluorochrome, soit marquees avec un fragment 
F(ab') 2 d'immunoglobuline de chevre anti- IgG de souris conjugue avec de la phycoe- 
rythrine (Immunotech) avant V analyse FACS. Des aliquots controles sont marques 
avec un anticorps controle, pour pouvoir evaluer la liaison non specifique aux cellules 
cibles, 

15 II Cellules ef fee trices NK : 



sains volontaires (males et femelles ages de 30 a 60 ans) sont obtenues par un gradient 
de densite Ficoll/histopaque. Les cellules NK sont isolees a partir des PBMC comme 
suit : 

20 - Les cellules CD3* sont eliminees en utilisant des bilies revetues d' anticorps anti- 
CD3 (Dynabeads Dynal, Norvege). Les bilies ainsi revetues sont melangees avec 
les cellules mononucleees du sang peripherique dans un rapport 4: 1 billesxellules 
CD3 + cibles. Apres incubation a 4°C pendant 30 minutes, les cellules cibles ayant 
forme des complexes avec les bilies sont eliminees par passage dans un champ 

25 magnetique approprie. 

- La fraction depourvue de cellules CD3 + est alors marquee avec un anticorps mono- 
clonal anti-CD56 conjugue a de la phycoerhythrine, pour selectionner les cellules 
CD56 + par tri cellulaire a 1'aide d'un cytometre de flux (FACS). 

- Pour controler le phenotype des cellules triees (CD56 + ), un echantillon de cellules 
30 est immediatement marque avec soit des anticorps monoclonaux anti-CD 16 conju- 

gues avec de Tisothiocyanate de fluoresceine (FTTC), soit avec un anticorps mono- 
clonal anti-CD3 conjugue avec du rouge quantum, suivi par une analyse fluores- 



5 



Pour les essais de cytometrie de flux, les cellules sont lavees dans un 



Les cellules mononucleees du sang peripheriques (PBMC) d'adultes 
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cente. La population CD56* obtenue est viable (> 95%) et presente un phenotype 
qui correspond aux cellules NK (plus de 90% des cellules NK sont CD3~, CD16 + , 
CD56 + ). 

9/ Essais de cytotoxicite : 

5 L'activite cytolytique des cellules mononucleees du sang peripheri- 

que, des cellules NK et des cellules YT2C2 (cellules effectrices ou E) a Fencontre des 
transfectants HLA-G (cellules cibles ou T) est estimee a Faide de tests de liberation 
pendant 4 heures du chrome 51, dans lesquels les cellules effectrices sont melangees 
avec 5.10 3 de cellules cibles marquees au chrome 51 (100 jnCi de ^Cr-chromate de 

10 sodium, Amersham, UK), dans differents rapports E/T\ dans des plaques de microti- 
tration dont le fond est en forme de U. 

Apres 4 heures a 37°C dans un incubateur humidifie contenant 5% 
de C0 2 , 100 |Lil de surnageant sont preleves pour un comptage par scintillation en 
phase liquide (Wallac 1450 Microbeta, Pharmacia, France). Le pourcentage de lyse 

15 specifique est calcule comme suit : 

pourcentage de lyse specifique = [cpm dans le puits experimental - cpm de liberation 
spontanee)/(cpm de liberation maximale - cpm de liberation spontanee)] x 100. 

La liberation spontanee est determinee par incubation des cellules 
cibles (T) marquees avec le milieu. La liberation maximale est determinee par solubi- 

20 lisation des cellules cibles dans de l'HCl 0,1 M. Dans toutes les experiences, la libera- 
tion spontanee est inferieure a 10% par rapport a la liberation maximale, Les resultats 
sont presentes comme des moyennes de trois echantillons. Dans les experiences dans 
lesquelles les anticorps monoclonaux sont utilises pour bloquer F interaction HLA-G- 
NK, les cellules cibles sont incubees avec F anticorps monoclonal correspondant, puis 

25 lavees et incubees avec un anticorps F(ab')2 de chevre anti-souris (Jackson 
Immunoresearch, USA) pour eviter la cytotoxicite cellulaire dependante des anticorps 
(ADCC) par interaction des recepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines, 
exprimes sur les cellules NK avec le premier anticorps utilise. Les toxicites des anti- 
corps monoclonaux sont egalement verifiees dans chaque essai et sont toujours infe- 

30 rieures a 3%. 
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B/RESULTATS : 



1/ Production de transfectants stables exprimant la molecule 
HLA-G1 ou la molecule HLA-G2 : 

L' analyse des sequences d'ADNc d'HLA-Gl et d'HLA-G2 transfec- 



5 tees demontre que l'ADNc d'HLA-Gl ne contient pas les deux codons GAC cor- 
respondant aux positions en acides amines 247 et 248 (ELLIS et ah, J. Immunol, 1990, 
144, 731-735), mais seulement un seul codon GAG correspondant a la position en 
acides amines 247 (PAZMANY L. et al., Science, 1996, 274, 792-795). La sequence 
d'ADNc codant FHLA-G2, obtenue par amplification RT-PCR a 1'aide des sondes 
10 G.53 et G.1225, presente une jonction entre les exons 2 et 4, en raison de I'absence de 
l'exon 3 dans cette forme d'ARNm epissee. 



Southern blot des produits de la RT-PCR obtenus en utilisant les amorces G.257 et 
G.1225 avec la lignee cellulaire parentale K562, les transfectants et les cellules JEG-3. 

15 Les resultats sont illustres a la Figure 2. L'hybridation des produits de la RT-PCR 
obtenus, avec la sonde G. 1200, revele une bande de 0,98 kb pour le transfectant K562- 
HLA-G1 correspondant a FARNm d'HLA-Gl et une bande de 0,71 kb correspondant 
a la forme epissee alternative, qui ne comprend pas l'exon 3 (KIRSZENBAUM M. et 
al., Hum. Immunol., 1995, 43, 237-241). Avec les cellules JEG-3, trois bandes sont 

20 observees a 0,98 kb (HLA-Gl), 0,7 kb (HLA-G2 et HLA-G4) et 0,43 kb (HLA-G3) 
(MOREAU P. et al., Hum. Immunol., 1997, 52, 41-46). Par contraste, aucune bande 
HLA-G n'est detectee dans la lignee cellulaire parentale K562 ou dans la lignee trans- 
fectante controle K562-pRc/RSV. L' hybridation des memes produits de la RT-PCR 
avec la sonde specifique de Fexon 3 G.526 revele une seule bande dans les cellules 

25 transferees HLA-Gl tandis qu' aucune hybridation n'est observee dans les transfec- 
tants HLA-G2, en raison de I'absence de l'exon 3 dans la forme HLA-G2 (Figure 2). 
L' amplification RT-PCR du gene de la p-actine, constitutivement exprimee, demontre 
que I'absence de bandes HLA-G dans les controles K562 n'est pas due a Tabsence 
d'ARN (Figure 2). 



La caracterisation des transfectants est realisee par une analyse en 
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2/ Immunoprecipitation and analyse SDS-PAGE des proteines 
de surface marquees : 

L' immunoprecipitation des proteines HLA avec l'anticorps mono- 
clonal W6/32 est realisee, afin d'etablir si les transfections permettent d'obtenir une 

5 expression specif ique des proteines HLA-G a la surface. Comme illustre a la Figure 3, 
le Western blot correspondant revele que l'anticorps monoclonal W6/32 immunopre- 
cipite une molecule de 39-kDa dans les cellules K562 qui expriment la proteine HLA- 
Gl (piste 6) et dans les cellules JEG-3 (piste 10). Pour les transfectants HLA-G2, 
T immunoprecipitation a l'aide de l'anticorps W6/32 montre une bande correspondant 

10 a la taille de la proteine G2. Aucune molecule du systeme HLA (molecule HLA clas- 
sique de classe I, HLA-G 1 ou HLA-G2) n'est trouvee ni dans les cellules parentales 
K562, ni dans les cellules controles K562 pRc-RSV. 

3/ Analyse par cytometric de flux des transfectants HLA-G : 
Pour determiner le taux d'expression d'HLA-G a la surface des 

15 cellules, T analyse des profils en cytometric de flux des differentes cellules est reali- 
see ; les resultats sont illustres a la Figure 4 et concernent les differents lignees etu- 
diees : la lignee cellulaire parentale K562, la lignee controle comprenant le plasmide 
pRc/RSV, les transfectants HLA-G 1 et HLA-G2 ainsi que la lignee cellulaire JEG-3 
de choriocarcinome positive pour Texpression du HLA-G. Les resultats observes 

20 montrent que la lignee cellulaire parentale K562 n'exprime aucun taux detectable de 
molecule de surface HLA de classe I (estimation a l'aide de l'anticorps pan — HLA de 
classe I W6/32 et a l'aide de l'anticorps anti-p2m B1G6). Aucune molecule HLA de 
classe I n'est detectee dans la lignee cellulaire K562 transferee avec le vecteur vide 
pRc/RSV. Le transfectant HLA-G 1 est marque par les anticorps W6/32 et B1G6 a peu 

25 pres de la meme maniere que ce qui est obtenu avec les cellules JEG-3. Le transfectant 
HLA-G2 est egalement marque par l'anticorps W6/32 ainsi que l'anticorps B1G6. Ce 
resultat montre que Tisoforme HLA-G2 liee a la membrane est bien presente a la sur- 
face des cellules, associee avec la p2-microglobuline, de la meme maniere que les 
molecules HLA de classe I classiques. 
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4/ Resistance des transfectants HLA-G1 et HLA-G2 a la cytolyse 
par les cellules NK : 

Les transfectants HLA-G1 et HLA-G2 sont testes parallelement a la 
lignee parentale correspondante pour leur sensibilite aux cellules NK. 20 experiences 
5 ont ete effectuees, chacune enregistree avec des cellules mononucleees de differents 
donneurs. La Figure 5 montre que Tactivite lytique des cellules NK, presentes dans les 
cellules mononucleees du sang peripherique isole a partir de trois adultes donneurs 
sains, est inhibee aussi bien par les transfectants K562 HLA-G1 que par les transfec- 
tants K562 HLA-G2, tandis que la lignee cellulaire controle K562 pRC/RSV reste 

10 sensible a Tactivite lytique des cellules NK. 

Bien que le taux absolu de lyse varie d'un donneur a r autre, comme 
illustre a la Figure 5 pour les donneurs designes 4010, 845 et 813 qui presentent res- 
pectivement des taux de lyse eleves, moyens et bas, la sensibilite des cellules expri- 
mant la molecule HLA-G1 et la molecule HLA-G2 est reduite d*au moins 70%. Ces 

15 resultats sont confirmes lorsque Ton utilise des cellules polyclonals NK CD3", 
CD16 + , CD56\ obtenues a partir de cellules mononucleees de sang peripherique de 
trois autres donneurs comme cellules effectrices (Figure 6). En outre, aucune diffe- 
rence n'est observee entre les donneurs males et femelles. 

Afin de montrer que V inhibition de l'activite lytique des cellules NK 

20 est due effectivement a la presence des molecules HLA-G1 et HLA-G2 a la surface 
des cellules cibles, des tests de cytotoxicity sont realises en presence de cellules cibles 
preincubees soit avec l'anticorps W6/32 qui reconnait les molecules HLA-G1 et HLA- 
G2, soit a l'aide d'un anticorps controle. L' addition d'anticorps monoclonal W6/32 
leve T inhibition de Tactivite des cellules NK, due a la presence des molecules HLA- 

25 Gl et HLA-G2 et, par consequent, restaure Tactivite lytique des cellules NK sur les 
cellules cibles transferees (Figures 7a et 7b). Dans la mesure ou le mecanisme de la 
cytotoxicity cellulaire dependante des anticorps (ADCC) pourrait etre implique dans 
cette reaction par Tinteraction avec les recepteurs au fragment Fc des cellules NK, le 
fragment Fc de l'anticorps W6/32 est bloque par un fragment F(ab') 2 d' anticorps de 

30 chevre anti-IgG de souris. 
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5/ Inhibition de la lyse induite par Ie clone YT2C2 a activite NK, 
par les transfectants HLA-G1 et HLA-G2 : 

Le clone YT2C2 correspondant a des cellules T immatures leucemi- 
ques est utilise comme effecteur contre les transfectants HLA-G. La Figure 8 montre 
5 qu'aussi bien les transfectants HLA-G 1 que les transfectants HLA-G2 abolissent la 
lyse induite par le clone YT2C2, tandis que les lignees cellulaires controles ne Ie font 
pas. Cependant, contrairernent a ce qui est observe avec les cellules mononucleees du 
sang peripherique, V inhibition de la lyse induite par le clone YT2C2 n'est pas levee 
par T utilisation de cellules cibles transferees traitees par Tanticorps monoclonal 

10 W6/32 (Figure 7c), suggerant que Pepitope reconnu par r anticorps monoclonal sur la 
molecule HLA-G n'est pas implique dans la reconnaissance de la molecule HLA-G 
par le recepteur qui est present sur les cellules YT2C2. 

Une analyse par immunofluorescence indirecte est realisee, de 
maniere a verifier le phenotype des cellules YT2C2. Pour ce faire, les anticorps mono- 

15 clonaux EB6 et GL183, qui reconnaissent respectivement les recepteurs NKIR1 et 
NKIR2, exprimes a la surface de sous-groupes de cellules NK, ainsi que 1' anticorps 
HP-3B1, qui reconnait le recepteur CD94 et qui est exprime sur la plupart des cellules 
NK, ont ete utilises. Ces recepteurs sont impliques dans la reconnaissance des mole- 
cules HLA-A, -B ou -C par les cellules NK (COLONNA et ah, Science, 1995, 268; 

20 405-408 et MORETTA et al., J. Exp. Med, 1994, 180, 545-555). La Figure 8 montre 
que les cellules YT2C2 presentent le phenotype negatif suivant : EB6\ GL183" et 
HP3B1". Ces anticorps monoclonaux ont ete prealablement testes par immunofluores- 
cence indirecte et marquent positivement 3 a 10% des cellules mononucleees du sang 
peripherique des donneurs adultes sains. Ces differents resultats montrent que, en plus 

25 des recepteurs denommes NKER1 et NKIR2, qui ont ete recemment decrits comme 
reconnaissant HLA-G (PAZMANY et al. (1996) precite), le clone YT2C2 exprime un 
nouveau recepteur capable de Her les molecules HLA-G et d'induire une protection 
contre la lyse par les cellules YT2C2. 

L* ensemble des resultats montre que les antigenes HLA-G jouent un 

30 role dans la protection des cellules qui expriment ces molecules a leur surface contre 
la cytotoxicity induite par les cellules NK. Contrairernent aux travaux de Tart anterieur 
(CHUMBLEY et al., Cell Immunol., 1994, 155, 312-322 ; DENIZ et aL, J. Immunol., 
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1994, 152, 4255-426! et PAZMANY L. et al. (1996) precite), dans Iesquels il a ete 
propose de transferer TADN genomique codant la molecule HLA-G dans une cellule 
cible, pour etudier ses effets sur Tactivite lytique de clone NK, ies Inventeurs ont 
trouve qu'en evaluant separement les isoformes HLA-G 1 et HLA-G2, dans des condi- 
5 tions physiologiques face a des cellules NK polyclonales obtenues a partir de donneurs 
sains adultes, il etait possible de maniere surprenante : (i) d'exprimer les molecules 
HLA-G 1 et HLA-G2, a la surface des cellules cibles et (ii) de montrer que de telles 
cellules cibles ainsi modifiees etaient capables d'inhiber l'activite lytique desdites 
cellules NK. 

10 Le Tableau I ci-apres demontre qu'aussi bien I'isoforme HLA-G 1 et 

que l'isoforme HLA-G2 liees a la membrane cellulaire inhibent fortement la lyse in- 
duite par les cellules NK. 

Tableau I 

transcrit mRNA expression membranaires Resistance a la 

des HLA de classe I , XTT , 



Lignee cellulaire HLA-G 1 HLA-G2 W6/32 



Non transfectee 
K562 

Transfectees 

K562^pRc/RSV 

K562-HLA-G1 + - + 

K562-HLA-G2 - + + 



Cette inhibition est levee lorsque les cellules transfectees qui expri- 
15 ment la molecule HLA-G 1 ou la molecule HLA-G2 sont incubees avec Tanticorps 
monoclonal pan-classe I, indiquant que V inhibition de la lyse induite par les cellules 
NK est due a la presence des molecules HLA-G a la surface des cellules cibles trans- 
fectees K562 (Figure 7). Le fait que l'activite lytique NK soit inhibee chez tous les 
donneurs testes par les cellules cibles HLA-G positives, confirme que la molecule 
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HLA-G pourrait etre le ligand public du recepteur inhibiteur NK present chez tous les 
individus (NKIR) et montre Tinteret de Tobtention de cellules presentant un taux 
important et predictible d'expression de molecules HLA-G. 



5 commun a ces deux isoformes devrait etre considere comme jouant un role important 
dans la protection contre les cellules NK. Ceci peut etre soutenu par le fait que les 
sequences en amino acides des molecules HLA de classe I necessaires pour 
Tinteraction avec le recepteur KIR sont Iocalisees dans le domaine al (COLONNA et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1992, 89, 7983-7985 et MANDELBOIM et al., J. Exp. 

10 Med., 1996, 184, 913-922). L'analyse sequentielle montre que le domaine al des 
molecules HLA-G presente des amino acides qui ont ete anterieurement decrits 
comme induisant une resistance contre la cytolyse induite par les cellules NK dans les 
alleles protecteurs HLA-A, HLA-B et HLA-C (PAZMANY et al. precite). De maniere 
surprenante, les Inventeurs ont trouve maintenant que la molecule HLA-G partage des 

15 caracteristiques structurelles avec les alleles protecteurs HLA-A3, All, Aw68, Aw69, 
B7 et B27. En particulier, la position 74 dans le domaine al de V HLA-G est occupe 
par un residu Asp, associe avec 1' induction d'une resistance aux cellules NK. 



nante, que les cellules T leucemiques YT2C2 n'induisaient plus de lyse en presence de 
20 transfectants exprimant la molecule HLA-G 1 ou la molecule HLA-G2, bien qu'aucun 
des recepteurs KIR capables de Her 1' HLA-G (recepteur p58.1, recepteur p58.2 et 
CD94) ne soient presents sur les cellules YT2C2 (Figure 8). Ces resultats suggerent 
qu'un nouveau recepteur distinct de ceux deja decrits est implique dans la reconnais- 
sance des molecules HLA-G 1 et HLA-G2. 
25 EXEMPLE 2 : Mise en evidence de l'activite inhibitrice des isoformes d'HLA-G 
dans la reponse proliferative allogenique 



sang peripherique de deux donneurs volontaires presentant des antigenes HLA de 
classe II differents. Les cellules d'un donneur dites stimulantes, ont ete irradiees a 
30 3000 rads pour eviter leur proliferation. Seules les cellules repondantes de 1' autre 
individu peuvent proliferer. 



De maniere surprenante, il ressort de ces resultats que le domaine al 



En outre, les Inventeurs ont trouve, egalement de maniere surpre- 



On realise une culture mixte de cellules mononucleees provenant du 
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On introduit dans ces cultures, soit des cellules K562 contenant le 
plasmide pRc/RSV, a titre de controle (pas d'expression d'antigene du CMH), soit 
des cellules K562 transferees et exprimant a leur surface, une isoforme d'HLA-G, par 
exemple 1' isoforme HLA-G1 (insertion du plasmide pRc/RSV-Gl). Les cellules K562 
5 ont ete irradiees, afin d'eviter toute proliferation. 

La figure 9 illustre les resultats obtenus : on observe, sur quatre 
donneurs differents, une inhibition de la reponse proliferative allogenique, de I'ordre 
de 50 a 67 %. 

EXEMPLE 3 : Inhibition de Tactivite NK par la proteine HLA-G5 

10 Exprimee par une cellule eucaryote selon V invention ou directement 

injectee, la proteine HLA-G5 inhibe, comme les autres isoformes d'HLA-G, l'activite 
cytolytique des cellules NK. 

Cette inhibition est dose-dependante, comme le montrent les figures 
10 et 1 1, qui sont le resultat d'essais realises avec une proteine de fusion GST-HLA- 

15 G5 exprimee chez E. colL Cette proteine de fusion est purifiee sur une colonne gluta- 
thion-Sepharose (Pharmacia Biotech) ou par chromatographic d'affinite avec des anti- 
corps anti-HLA ou des anticorps anti-GST, apres extraction a partir des cultures 
bacteriennes (centrifugation, recuperation du culot dans un tampon STE, lyse des 
cellules avec du N — laurylsarcosine a 1,5 %, clarification du lysat par centrifugation et 

20 solubilisation du surnageant par du triton X-100 a 2 %). 

Les essais de cytotoxicite sont realises comme precise ci-dessus, en 
utilisant des cellules K562, sensibles aux cellules NK, comme temoin positif. 

14 experiences, realisees sur des cellules mononucleees de differents 
donneurs sont realisees en presence de GST-HLA-G5 ou de Sepharose-GST-HL A-G5 . 

25 La figure 10 montre que Tactivite lytique des PBMC, isolees de trois 

donneurs sains adultes, est inhibee par des billes de Sepharose-GST-HLA-G5 ; la 
figure 1 1 confirme que la proteine soluble presente la meme activite inhibitrice sur la 
lyse induite par les cellules NK, que les autres isoformes. 
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EXEMPLE 4 : Facteurs intervenant dans la stimulation de la transcription des 
differentes isoformes d' HLA-G. 

Test de protection de la RNase 

A/ MATERIEL ET METHODE 

5 - Radiosondes : 

des sondes ARNc simple-brins radiomarquees sont synthetisees a 
Taide du kit de transcription MAXIScript (Ambion) en presence de T7 ARN poly- 
merase et de 5 |al de (a- 32 P) CTP (Amersham), conformement aux indications du 
fabricant. 

10 Une matrice cyclophiline est fournie par le fabricant (Ambion). Une 

matrice HLA-G est obtenue par amplification en chaine (PCR) d'un fragment d'HLA- 
G genomique correspondant a une partie de la region non traduite (region 3' UT). Les 
amorces utilisees sont les suivantes : 

. amorce sens (G.1089F) : 5'-CCCTTTGTGACTTCAAGAAC 
15 . amorce anti-sens (T7G.1250R) : 5 ' -GG ATCCT A ATACG ACT 

CACTATAGGGAGGTTATAGCTCAGTGGCCCAC. 

Cette amorce contient une sequence qui permet de generer un 
promoteur T7 pendant la PCR (partie en gras). 

Les sondes sont purifiees par electrophorese sur un gel acrylamide a 
20 6 % + uree 8 M environ 1 h a 200 V. 

Apres 1' electrophorese, le gel est expose a un film sensible aux 

rayons X. 

La zone du gel contenant le transcrit marque complet est immergee 
dans 350 jxl de tampon d'elution de sonde (kit Ambion). 
25 - Methode : 

La protection des transcrits HLA-G est realisee conformement au kit 
HybSpeed® RPA kit (Ambion), conformement aux recommandations du fabricant. 

5 \ig d'ARN total sont isoles avec le reactif RNA NOW (Ozyme) 
selon les recommandations du fabricant ; 5.10 5 cpm de ribosonde HLA-G et 5.10 5 cpm 
30 de ribosonde cyclophiline sont hybrides pendant 10 min dans un tampon d' hybridation 
HybSpeed®. 
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Un melange d'ARNase A/T a une concentration finale de l/100eme 
est ajoute pendant 30 secondes. Ces fragments proteges et radiomarques sont precipi- 
tes et separes sur un gel acrylamide a 5 % : gel bis-acrylamide ( 19: 1 ) ( 100 V). 

Le gel est seche et expose (Biorad) pour quantifier le signal HLA-G. 
5 Les valeurs sont comparees aux signaux obtenus avec la cyclo- 

philine. 

B/RESULTATS 

Differentes hormones et cytokines augmentent la transcription de la 
molecule HLA-G. Les figures 12 et 13 illustrent les resultats obtenus apres incubation, 
10 pendant 72 heures, de trophoblastes ou de cellules eucaryotes exprimant au moins une 
isoforme d'HLA-G avec les differents facteurs suivants : interleukine 10, interleukine 
lp, interferon y, TGF-P, EGF, prolactine, p oestradiol, hydrocortisone et dexametha- 
sone. 

Ces figures illustrent T augmentation de la transcription d'ARNm, 
15 par la technique de RPP. 

Ces figures 12 et 13 montrent en particulier que le rapport 
d' augmentation, vis-a-vis des trophoblastes, en presence de milieux de culture et sans 
aucune stimulation, est de 2x a 7,3x, particulierement pour EL 10, IL lp, TGF P et les 
glucocorticoids. 

20 Ces resultats montrent en particulier l'interet des produits selon 

T invention dans la prevention des avortements spontanes a repetition. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, V invention ne se limite nul- 
lement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de fa?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 

25 variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee de la presente invention. 



BNSDOCID: <WO 9837098A1_I_> 



WO98/37098 





PCT7FR98/00333 



26 



LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

{ i } DEPOSANT : 

(A) NOM: COMMISSARIAT A L 1 ENERGIE ATOMIQUE 

(B) RUE: 31-33 rue de la Federation 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS : FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75015 

(A) NOM: CARO SELLA Edgardo Delfino 

(B) RUE: 23 rue George Sand 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75016 

(A) NOM: DAUSSET Jean 

(B) RUE: 9 rue de Villersexel 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 7 50 07 

(A) NOM: KIRSZENBAUM Marek 

(B) RUE: 3 2 rue du Banquier 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 7 5 013 

(A) NOM: PAUL Pascale 

(B) RUE: 29 rue de la Grange aux Belles 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75010 

(A) NOM: ROUAS-FREISS Nathalie 

(B) RUE: 44 Boulevard Arago 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(ii) TITRE DE L* INVENTION: CELLULES EUCARYOTES EXPRIMANT A LEUR 
SURFACE AU MOINS UNE ISOFORME D'HLA-G ET LEURS APPLICATIONS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 2 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 { OEB ) 

(v) DONNEES DE LA DEMANDE ACTUELLE : 

NUMERO DE LA DEMANDE: FR 97 02118 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "Amorce" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 



CCCTTTGTGA CTTCAAGAAC 



20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 48 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "Amorce" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

GGATCCTAAT ACGACTCACT ATAGGGAGGT TATAGCTCAG TGGCCCAC 48 
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REVENDICATIONS 

1°) Utilisation d'une cellule eucaryote codant au moins une isoforme 
d'HLA-G, pour l'obtention d'un medicament immunomodulant, destine a inhiber 
l'activite des cellules tueuses, notamment des cellules NK et/ou a inhiber la reponse 
5 allogenique primaire, dans les pathologies ou les situations dans lesquelles lesdites 
cellules tueuses sont activees. 

2°) Utilisation d'une cellule eucaryote codant au moins une isoforme 
d'HLA-G, pour l'obtention d'un medicament destine a lever la fonction inhibitrice de 
la ou des isofonne(s) exprimee(s) par lesdites cellules vis-a-vis des cellules tueuses, 
10 notamment les cellules NK, dans les pathologies ou ces cellules tueuses sont inhibees 
par la molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de classes I HLA-G. 

3°) Produits contenant une cellule eucaryote exprimant au moins une 
isoforme d'HLA-G et un facteur de stimulation de l'expression des HLA-G, comme 
produits de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
15 temps, dans la prevention ou le traitement des pathologies ou des situations dans 
lesquelles les cellules tueuses sont activees, telles que les greffes, les avortements a 
repetition ou les maladies auto-immunes. 

4°) Produits selon la revendication 3, caracterises en ce que ledit 
facteur de stimulation est selectionne dans le groupe constitue par les corticoides et les 
20 cytokines. 

5°) Utilisation d'une cellule eucaryote codant au moins une isoforme 
d'HLA-G, comme modele d' etude de T interaction HLA-G/cellules immunocompeten- 
tes, notamment les cellules tueuses. 

6°) Utilisation d'une cellule eucaryote codant au moins une isoforme 
25 d'HLA-G, pour l'obtention d'une composition destinee a la transplantation desdites 
cellules dans un organe cible. 

7°) Mammiferes transgeniques non humains, caracterises en ce 
qu'ils sont obtenus par 1' insertion d'un vecteur d'expression, constitue successivement 
d'une origine de replication, appropriee, d'un marqueur de selection tel qu'un gene de 
30 resistance a un antibiotique, du promoteur viral RSV et d'au moins une copie d'un 
segment comprenant un ADNc codant une isoforme d'HLA-G, dans les cellules d'un 
embryon de mammifere a un stade precoce. 
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8°) Utilisation des animaux transgeniques exprimant la molecule 
HLA-G a la surface de leurs cellules, pour la preparation d'organes aptes a etre 
greffes. 

9°) Recepteur purifie et isole, caracterise en ce qu'il est apte a lier au 
5 moins une isoforme d' HLA-G exprimee a la surface d'une cellule cible eucaryote, en 
ce que ledit recepteur est exprime a la surface de lignees cellulaires T qui rv expriment 
aucun recepteur inhibiteur KIR1, KIR2 ou CD94, ni au moins certains recepteurs 
membranaires specifiques des cellules T et en ce que la formation du complexe 
isoforme d'HLA-G/recepteur inhibe la lyse des cellules cibles par lesdites lignees. 

10°) Procede d'etude de 1'affinite de liaison d'une isoforme d'HLA- 
G pour un recepteur NK ou un recepteur a activite NK selon la revendication 9, carac- 
terise en ce qu'il comprend : 

- la transfection d'une cellule bote eucaryote par un vecteur 
d'expression comprenant un ADNc codant une isoforme d'HLA-G, 

15 - la culture desdites cellules hotes, de maniere a ce qu'elles expri- 

ment a leur surface ladite isoforme d' HLA-G, 

- la mise en contact desdites cellules eucaryotes transferees avec des 
cellules tueuses, telles que des cellules NK ou des lignees T qui n'expriment aucun 
recepteur inhibiteur KIR1, KIR2 ou CD94, ni au moins certains recepteurs membra- 

20 naires specifiques des cellules T, en presence de substances activant ou inhibant 
THLA-G et/ou de substances activant ou inhibant le recepteur NK ou le recepteur a 
activite NK et 

- la mesure de la quantite de complexe isoforme HLA-G/recepteur. 
11°) Vaccin anti-tumoral, caracterise en ce qu'il comprend des 

25 cellules eucaryotes exprimant au moins une isoforme d' HLA-G. 

12°) Cellules eucaryotes obtenues par modification genetique, carac- 
terisees en ce qu'elles sont transferees par un vecteur d'expression qui comprend au 
moins un ADNc codant une isoforme d' HLA-G, selectionnee dans le groupe constitue 
par les isoformes HLAG-2, HLAG-3, HLA-G4, HLA-G5 et HLA-G6. 

30 13°) Cellules eucaryotes obtenues par modification genetique, carac- 

terisees en ce qu'elles sont transferees, par un vecteur d'expression comprenant une 
origine de replication appropriee, un marqueur de selection tel qu'un gene de resis- 
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tance a un antibiotique, le promoteur viral RSV et un ADNc codant une isoforme 
d' HLA-G selectionnee dans le groupe consume par les isoformes HLA-G 1 , HLAG-2, 
HLAG-3, HLA-G4, HLA-G 5 et HLA-G6. 

14°) Cellules eucaryotes selon la revendication 12 ou la 
5 revendication 13, caracterisees en ce que ledit ADNc code une isoforme comportant 
au moins un domaine extracellulaire, notamment le domaine otl. 

15°) Utilisation d'un vecteur qui comprend un ADNc codant une 
isoforme d'HLA-G tel que defini a la revendication 13, pour 1'obtention d'animaux 
transgeniques. 

[0 16°) Tissus ou organes de mammiferes, caracterises en ce qu'ils 

incluent des cellules eucaryotes selon Tune quelconque des revendications 12 a 14. 
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